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論文題名 
Surfactant protein A (SP-A) and SP-A-derived peptide attenuate  
chemotaxis of mast cells induced by human β-defensin 3 
（肺サーファクタント蛋白質 A（SP-A）及び SP-A由来ペプチドは 
ヒトβディフェンシン 3による肥満細胞の遊走を抑制する） 
 
研究目的  
気管支喘息は呼吸器系アレルギー疾患の一つであり、世界人口の４～７％が罹患してい
る有病率が高い疾患である。近年吸入ステロイド剤やロイコトリエン受容体拮抗薬の普及
により気管支喘息の予後は大幅に改善されている。しかし、感染等による気管支喘息の増
悪を完全にコントロールするのは依然として困難である。最近の研究では、気管支喘息増
悪の多くはウイルス感染に起因すると報告されている。感染を介した気管支喘息増悪のメ
カニズムの全容はいまだ明らかになっていないが、肥満細胞の過剰な活性化はその一因と
考えられている。 
抗菌ペプチドは抗菌活性を示すペプチドの総称であり、抗菌活性の他に免疫調整活性を
示すことが報告されている。人の抗菌ペプチドの一種であるヒト β ディフェンシン３
（hBD3）は、感染時に肺や気管の上皮細胞から分泌される。気管支上皮細胞における hBD3
の発現は、気管支喘息増悪の一因であるライノウイルスの気道感染によっても増加する。
hBD3 は肥満細胞の脱顆粒及び遊走を引き起こすことから、感染による hBD3 の発現増加
が喘息の増悪に関与している可能性がある。hBD3 による肥満細胞の活性化については多
くの報告があるが、その抑制機構については報告されていない。感染時に増悪するアレル
ギー疾患を制御するためには、hBD3 による肥満細胞の活性化を抑制する分子機構を明ら
かにすることが重要であると考える。 
肺サーファクタント蛋白質 A、D (SP-A および SP-D) は肺における生体防御や炎症制御
において重要な役割を担っている。当研究室では、SP-A が hBD3 による肺上皮細胞の傷害
を抑制するが、その抗菌活性は抑制しないことを報告してきた。このことは、SP-A が肺に
おける hBD3 の機能を制御している可能性を示唆している。本研究では、hBD3 による肥
満細胞の活性化における SP-A の役割に着目して研究を行った。また、hBD3 の細胞傷害性
を抑制する SP-A 由来ペプチド Try161-Lys201 (SAP01) の効果も検討した。 
研究方法   
１．合成ペプチド 
hBD3 はペプチド研究所より購入した。 
２．SP-A 及び SP-A 由来ペプチドの精製 
組み換えヒトSP-Aは、グルタミン合成酵素増幅系を用いてCHO-K1細胞に発現させ、
培養液中に分泌された SP-A をマンノースセファロースカラムで精製した。SAP01 は、肺
胞蛋白症患者の気管支肺洗浄液よりマンノースセファロースカラムで精製した SP-A を用
いて作成した。還元アルキル化後の SP-A を、リジルエンドペプチダーゼで 37℃、24 時
間切断し、Cosmosil 5C8-AR-300 カラムを用いた逆相液体クロマトグラフィーにより
SAP01 を回収した。回収したフラグメントを乾燥した後、蒸留水に再懸濁して使用した。 
３．SAP01 の化学修飾 
  SAP01 の酸性アミノ酸残基のカルボキシル基は、Carraway らの方法によりグリシン
メチルエステルによる修飾を行った（Methods Enzymol. 1972;25:616-23）。 
４．表面プラズモン共鳴センサー（BIAcore）による結合解析 
 SAP01 及び化学修飾した SAP01 を CM5 センサーチップにアミンカップリング法にて
固相化した。様々な濃度に調製した hBD3 を流した際のセンサーグラムを付属の解析プロ
グラムで解析した。 
５． hBD3 による血管透過性亢進の解析 
麻酔下のラット尾静脈にエバンスブルー溶液を注入した後、右耳に hBD3 を、左耳に生
理食塩水をそれぞれ皮下投与した。投与 30 分後にラットの両耳を切断し、耳組織中に漏
出したエバンスブルーの量を測定した。同様の実験を SP-A または SAP01 存在下でも行
った。 
６．組織学的検討 
麻酔下のラットの耳に hBD3 を皮下投与し、60 分後にラットの耳を切除してホルマリ
ン固定した。組織切片の HE 染色、トルイジンブルー染色を行い、組織像の観察および肥
満細胞の計測を行った。同様の実験を SP-A または SAP01 存在下でも行った。 
７．ラット腹腔由来肥満細胞の分離と LAD2 細胞株 
ラットの腹腔をタイロード液で洗浄し、得られた腹腔内細胞を Percoll PLUS (GE 
Healthcare Life Sciences) により分離して腹腔由来肥満細胞を回収した。ヒト肥満細胞株
である LAD2 細胞は Dr. Arnold Kirshenbaum、Dr. Dean Metcalfe より譲り受けた。 
８．遊走解析 
肥満細胞の遊走解析は、トランスウェルダブルチャンバーを用いて行った。上側のチャ
ンバーに肥満細胞を加え、下側のチェンバーには hBD3 または eotaxin1 を加えた。２時
間培養した後、下側に移動した肥満細胞をギムザ染色して計測した。同様の実験を SP-A
または SAP01 存在下でも行った。 
 
９．脱顆粒解析 
肥満細胞を hBD3 にて 37℃、30 分間刺激し、上清中に分泌されたβヘキソサミニダー
ゼの活性を測定した。また、上清中の LDH 活性も測定した。同様の実験を SP-A または
SAP01 存在下でも行った。 
１０．肥満細胞の形態変化の観察 
肥満細胞を hBD3 で処理し、15 分後、60 分後の形態の変化を顕微鏡下で観察した。ま
た、60 分間処理した肥満細胞では、F アクチンを免疫染色し蛍光顕微鏡下で観察した。同
様の実験を SP-A または SAP01 存在下でも行った。 
 
研究成績 
 １．SAP01 と hBD3 の結合解析 
 SAP01 と hBD3 の相互作用の解離定数は KD (kd/ ka) = 2.59 × 10
-7
 M であった。グリシン
メチルエステルによりカルボキシル基を化学修飾した SAP01 と hBD3 との解離定数は KD 
(kd/ ka) = 3.11 × 10
-6
 M であった。このことから、SAP01 と hBD3 の相互作用には静電的な
結合が関与していると考えられた。 
２．hBD3 による血管透過性亢進に対する SP-A および SAP01 の影響 
hBD3 の投与によりラットの耳における血管透過性は生理食塩水投与群と比較して約 3
倍程度亢進した。このとき、耳組織には浮腫が認められ、組織が肥厚していた。SP-A ま
たは SAP01 を hBD3 と混合して投与した場合、血管透過性の亢進、組織の肥厚は有意に
抑制された。 
３．hBD3 によるラット肥満細胞活性化に対する SP-A および SAP01 の影響 
hBD3 はラット腹腔由来肥満細胞の遊走および脱顆粒を濃度依存性に惹起した。hBD3
で処理したラット肥満細胞の上清中に LDH 活性は検出できなかったことから、本実験系
で用いた濃度の hBD3 では細胞傷害性は示さないと考えられる。SP-A および SAP01 は、
hBD3 によるラット肥満細胞の遊走を濃度依存性に抑制した。一方、SP-A、SAP01 を加
えても脱顆粒の抑制は認められなかった。 
４．hBD3 による LAD2 細胞活性化と形態変化に対する SP-A および SAP01 の影響 
hBD3 は LAD2 細胞の遊走および脱顆粒を濃度依存性に惹起した。hBD3 で処理した
LAD2 細胞の上清中に LDH 活性は検出できなかったことから、本実験系で用いた濃度の
hBD3 では細胞傷害性は示さないと考えられる。SP-A および SAP01 は、hBD3 による
LAD2 細胞の遊走を濃度依存性に抑制した。一方、SP-A、SAP01 を加えても脱顆粒の抑
制は認められなかった。 
hBD3 で 15 分処理した LAD2 細胞では、突起状の仮足の伸長がみられた。また、1 時
間処理した LAD2 細胞はクラスターを形成し、細胞骨格の再構成を認めた。SP-A および
SAP01 存在下では、これらの形態変化がほとんど認められなかった。 
 
５． SP-A 及び SAP01 による遊走抑制機序の検討 
CCR1，2，3，4，5 のアンタゴニストを用いた遊走解析の結果、hBD3 は CCR3 を介し
て肥満細胞の遊走を惹起することが明らかとなった。CCR3 アンタゴニストで肥満細胞を
前処理すると hBD3 への遊走が有意に抑制されたが、SP-A および SAP01 で前処理した場
合には抑制されなかった。また SP-A および SAP01 は、CCR3 のリガンドである eotaxin
への肥満細胞の遊走を抑制しなかった。これらのことより、SP-A および SAP01 は、CCR3
のアンタゴニストとして機能するのではなく、hBD3 と結合することにより肥満細胞の遊
走を抑制すると考えられる。 
 
結論及び考察 
  本研究では、ラットの耳組織を用いた検討を行い、SP-A 及び SAP01 が hBD3 による血管
透過性の亢進及び組織の肥厚を抑制することが示された。耳組織をトルイジンブルー染色
を行い観察したところ、SP-A 及び SAP01 の投与により hBD3 による肥満細胞の集積が抑制
された。そこで、ラットの腹腔由来の肥満細胞とヒトの肥満細胞株を使用した検討を行っ
た結果、SP-A 及び SAP01 が hBD3 による肥満細胞の遊走を濃度依存性に抑制することが明
らかになった。Biacore を用いた検討では、SP-A 及び SAP01 は hBD3 に直接結合すること
が示された。SP-A及び SAP01が hBD3と直接結合することにより、hBD3による肥満細胞の
遊走が抑制されると考えられる。 
SAP01のカルボキシル基を化学修飾することで、hBD3の親和性は弱まったが、結合は完
全に消失しなかった。SAP01は疎水性の強いペプチドである。また hBD3の表面にも疎水性
に富んだ領域がある。したがって、SAP01と hBD3の相互作用には、静電的な結合だけでな
く疎水的な結合も関与している可能性がある。 
本研究において、hBD3 は CCR3 を介して肥満細胞の遊走を引き起こすことが示された。
一方、hBD3による肥満細胞の脱顆粒は Mas-related gene X2を介して引き起こされること
が報告されている。SP-A と SAP01 は、hBD3 による肥満細胞の遊走は抑制したが、脱顆粒
は抑制しなかった。hBD3 表面には、CCR3 と Mas-related gene X2 への結合領域が別々に
存在しており、SP-Aおよび SAP01は、CCR3と hBD3の相互作用を特異的に抑制している可
能性がある。 
肥満細胞は喘息をはじめとしたアレルギー疾患の病態形成において重要な役割を担っ
ている。肺サーファクタント蛋白質がアレルゲンを介した肥満細胞の活性化を抑制するこ
とはすでに報告されていたが、hBD3による肥満細胞の活性化に対する肺サーファクタント
蛋白質の影響は解析されていなかった。本研究では、hBD3が惹起する肥満細胞を介した炎
症を SP-A が制御するという新たなメカニズムを提唱できた。また、SP-A の機能部位であ
る Try161-Lys201 から成るペプチド SAP01 は、hBD3 により生じる過剰なアレルギー反応を制
御する手段として臨床応用できる可能性がある。 
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論文題名 
 
Surfactant protein A (SP-A) and SP-A-derived peptide attenuate 
chemotaxis of mast cells induced by human β-defensin 3 
 
（肺サーファクタント蛋白質 A（SP-A）及び SP-A由来ペプチドは 
ヒトβディフェンシン 3による肥満細胞の遊走を抑制する） 
 
結果の要旨 
本研究は、hBD3による肥満細胞活性化における SP-Aの影響を明らかにする目的
で遂行された。SP-A と Tyr161-Lys201領域に相当するペプチド(SAP01)が hBD3 に
より惹起される肥満細胞の遊走亢進を濃度依存性に抑制することを示した。こ
のことは生体組織（ラット耳組織）を用いた検討でも証明された。形態学的に
は hBD3により肥満細胞の突起状仮足の伸長が観察されるが、SP-Aと SAP01の添
加により形態変化は認められなくなった。さらに、本研究では、hBD3 が CCR3
を介して肥満細胞遊走を惹起することを証明したが、SP-A は CCR3 リガンドの
eotaxinによる遊走を阻止できなかったことより、SP-Aは CCR3のアンタゴニス
トとして機能するのではなく、hBD3 と結合することにより機能することが示唆
された。表面プラズモン共鳴センサー(BIAcore)による解析で、SAP01 は hBD3
と結合することが示された。以上の結果は肥満細胞を介して hBD3が惹起する炎
症を SP-A が抑制するという新たな生体防御機構を示している。また SP-A の機
能部位として Tyr161-Lsy201 領域が示され、同領域に相当するペプチド SAP01 は
hBD3 が惹起する過剰なアレルギー反応を抑制する手段として臨床応用可能であ
ることが示唆された。本研究は学位論文に値するとの評価が得られた。 
 
